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La presente invention concerne le domaine technique des sondes pour la 
detection, le suivi et la quantification dans les systemes biologiques. Plus 
particulierement, l'invention a pour objet de nouvelles particules sondes hybrides 
dont le cosur est constitue par une nanoparticule d'or sur laquelle sont immobilisees 
d'une part des mol6cules sondes et d'autre part des molecules a activite 
luminescente, ainsi que leur procede de preparation. 

L'emploi de sondes associees a un marqueur, dans les systemes biologiques 
pour la detection (reconnaissance) ou le suivi de substances specifiques, appelees 
cibles, est une technique usuelle dans le domaine du diagnostic medical et de la 
recherche en biologie. De telles sondes sont particulierement utilisees pour la 
cytometric de flux, l'histologie, les tests immunologiques ou la microscopie de 
fluorescence aussi bien pour 1' etude de materiaux biologiques que de materiaux non 
biologiques. 

Des systemes de marquage usuels sont par exemple des isotopes radioactifs de 
l'iode, du phosphore et d'autres elements comme 1'enzyme peroxydase ou la 
phosphatase alcaline dont la detection necessite un substrat particulier. Dans la 
plupart des cas, le couplage selectif entre le marqueur et la substance a detecter est 
effectue par une seule ou une association de molecules fonctionnelles. La selectivite 
de la liaison est essentielle afin d'identifier sans ambiguiite la substance cible a 
detecter. Les reactions assurant le couplage sont connues et decrites par exemple 
dans « Bioconjugate Techniques », G. T. Hermanson, Academic Press, 1996 ou dans 
« Fluorescent and Luminescent Probes for Biological Activity. A Practical Guide to 
Technology for Quantitative Real-Time Analysis », Second Edition, W. T. Mason, 

ed., Academic Press, 1999. 

Les colorants organiques fluorescents sont tres utilises pour le marquage. II 
s'agit de la fluoresceine, du Texas Red ou de Cy5, qui sont selectivement lies a une 
substance biologique ou organique determinee jouant le role de sonde. Apres 
excitation de la sonde marquee par une source externe, le plus souvent 
electromagnetique, la presence des substances biologiques ou organiques cibles liees 
a la sonde est mise en evidence par remission de fluorescence de la part de cette 
derniere. 
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L'abaissement des seuils de detection constitue un objectif majeur qui 
permettrait de deboucher sur Amelioration des biopuces (analyse et identification de 
biomolecules) et sur le developpement de sondes plus perfbrmantes capables 
d'assurer la traque individuelle de biomolecules cibles, afm d'etudier leur activite 
5 cellulaire, ou capables de mettre en evidence les interactions existant entre des etres 
unicellulaires (bacteries, protozoaires„) et des mineraux qui se manifestent par des 
modifications physico-chimiques locales de 1 ' envir onnement (variation du pH, de la 
force ionique, de la concentration en oxygene). 

La limitation actuelle a Pabaissement des seuils de detection reside dans la 

10 difficulte de fonctionnaliser une biomolecule ou un site particulier d ! un substrat 
biologique, constituant la cible a detecter, par plus d'une fonction (le plus souvent 
une molecule) organique fluorescente. 

Pour abaisser le seuil de detection, il est propose dans Tart anterieur de 
marquer la sonde destinee a se lier avec la cible a detecter, avec des particules 

15 intrinsequement luminescentes. En particulier, des nanoparticules de mated au semi- 
conducteur ont donne lieu a d'intenses recherches. Le brevet US 5,990,479, et les 
demandes de brevet internationales publiees sous le numero WO 00/17642 et 
WO 00/29617 montrent que les nanocristaux semiconducteurs fluorescents, qui 
appartiennent a la classe des elements II- VI ou III-V et ceux qui , sous certaines 

20 conditions, sont composes des elements du 4 emc groupe principal du tableau 
periodique, peuvent etre utilises comme marqueur fluorescent pour les systemes 
biologiques. En raison du phenomene connu sous le vocable « quantum size effect », 
la longueur d'onde d' emission d'un nanocristal semiconducteur fluorescent est 
imposee par sa taille. Ainsi, en faisant varier la taille de ces nanocristaux, une large 

25 gamme du spectre peut etre couverte, de la lumiere visible au proche infra-rouge. 
Leur utilisation comme marqueur biologique est decrit par Warren C.W. Chan, 
Shuming Nie, Science, 281, 2016-2018, 1998, et par Marcel Bruchez Jr, Mario 
Moronne, Peter Gin, Shimon Weiss, A. Paul Alivisatos, Science, 281, 2013-2016, 
1998. La preparation de nanocristaux semiconducteurs avec une longueur d'onde 

30 d 5 emission bien definie, c 'est- a-dire avec une faible dispersion en taille, exige une 
tres grande precision et necessite une parfaite maitrise des conditions operatoires et 
du deroulement de la synthese. lis sont, par consequent, tres difficiles a produire. La 
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palette etendue de cordeurs qu'offrent ces cristaux semiconducteurs resulte d'une 
variation de taiUe de l'ordre de quelques Angstrom (c'est-a-dire quelques couches 
atomiques). Les syntheses en solution permettent rarement d'atteindre un tel degre de 
precision. De plus, la recombinaison de paires electron-trou observee a la surface des 

5 nanocristaux limite le rendement quantique a une faible valeur. 

Pour contourner ce probleme, une structure cceur / coquille (« core / shell ») a 
ete proposee : il s'agit d'enrober individuellement les nanocristaux semiconducteurs 
fluorescents par une couche de materiau semi-conducteur avec un plus large gap 
(ZnS, CdS). De plus, le marquage selectif de biomolecules par des nanocristaux 

10 semi-conducteurs fluorescents necessite la formation d'une couche de polysiloxane 
fonctionnalise par des groupes amines (epoxy et acide carboxylique). Ces derniers 
constitueront des points d'ancrage pour les biomolecules. La preparation de ces 
nanocristaux demande, done, au moins trois etapes de synthese dont les deux 
premieres sont tres delicates et est done difficilement industrialisable. 

15 Le marquage par des nanoparticules d'oxyde rendues luminescentes grace au 

dopage par des ions luminescents (terre rare) n'est pas, malgre des resultats 
prometteurs, encore tres repandu. Son principal inconvenient reside dans le faible 
rendement quantique qui necessite l'utilisation d'un laser pour exciter les ions 
luminescents presents dans la matrice cristalline. D' autre part, les proprietes de 

20 luminescence sont tres nettement alterees, lorsque ces particules sont utilisees 

directement en milieu aqueux. 

Le marquage par des vesicules ou billes polymeres, ou de polysiloxanes, 

remplies de composes organiques luminescents est efficace pour la visualisation en 

luminescence, mais necessite souvent des particules assez grandes (plusieurs dizaines 
25 de nanometres) et reste delicat a employer dans certaines applications ou une plus 

grande « molecularite » est recherchee. 

Differentes strategies faisant appel a des particules d 5 or greffees ont deja ete 

developpees. Aucune cependant n'a reussi a augmenter, de facon satisfaisante, la 

luminescence emise. La plupart des travaux a ete focalisee sur le marquage et la 
30 detection d' oligonucleotides dont une des extremites a ete modifiee par une fonction 

thiol. Si le greffage d'un brin d' oligonucleotide constitue une etape commune des 
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differentes strategies recensees dans Tart anterieur, les moyens mis en oeuvre pour la 
detection sont tres variables. 

En effet, Pileni et al dans J. Phys. Chem B, 107, 27, 6497-6499, 2003 
decrivent F immobilisation de nanoparticules fonctionnalisees par des brins 
5 d'oligonucleotide thioles par hybridation avec le brin complementaire present sur des 
ilots nanometriques d'or deposes sur une surface de verre. L'immobilisation (et par 
consequent la detection de F oligonucleotide) est mise en evidence par une 
augmentation importante de la sensibilite de la spectroscopie en transmission de 
resonance du plasmon de surface (T-SPR). La detection electrochimique 

10 d'oligonucleotides a egalement ete envisagee par Li et al dans Analyst, 128, 917- 
923, 2003 et Hsing et al dans Langmuir 19, 4338-4343, 2003. L'immobilisation de 
nanoparticules d'or fonctionnalisees par des brins d'oligonucleotide sur des biopuces 
(par hybridation) facilite la germination de cristaux d'argent (par reduction des sels 
de cations argent (I)) induisant une augmentation du courant de detection. 

15 Les proprietes optiques de For ont egalement ete mises a profit pour le 

marquage et la detection. Ainsi, Richards-Kortum et al dans Cancer Research, 63, 
1999-2004, 2003, ont montre que des nanoparticules d'or pouvaient etre utilisees 
pour la detection de cellules cancereuses. En effet, Fimmobilisation sur les 
nanoparticules de biomolecules interagissant selectivement avec des cellules 

20 cancereuses permet d'obtenir des sondes dont la detection est basee sur la capacite 
des nanoparticules a reflecliir la lumiere incidente emise par le microscope confocaL 
Les nanoparticules d'or peuvent etre utilisees comme agent de contraste optique 
grace aux proprietes optiques d'absorption et de reflexion associees aux plasmons de 
For. Une autre approche a ete developpee par Mirkin et al dans J. Am. Chem. Soc. 

25 125, 1643-1654, 2003 qui ont montre que 1'hybridation de deux brins 
complementaires d'oligonucleotide, portes par deux particules d'or distinctes, 
induisait un rapprochement de ces particules et done un deplacement de la bande 
plasmon (resultant des oscillations collectives des electrons de la bande de 
conduction). Le changement de couleur du collo'ide (du rouge au violet) peut alors 

30 etre mis a profit pour la detection ^oligonucleotides en solution ou sur des biopuces 
a ADN. 
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Dubertret et al. dans Nature Biotechnology, 19, 365-370, 2001, se sont, quant a 
eux, appuyes sur l'extinction de fluorescence observee pour certains colorants 
organiques adsorbes sur l'or pour preparer des sondes a ADN. lis ont montre que 
l'hybridation d'un brin d'oligonucleotide marque par un fluorophore et immobilise a 
la surface de Tor avec un brin libre permettait de restaurer la luminescence du 
fluorophore, grace a l'eloignement de celui-ci de la surface d'or, generee par 
l'hybridation. L'emission d'une lumiere de longueur d'onde caracteristique du 
fluorophore organique indique la presence de l'oligonucleotide libre. Cette technique 
par extinction de luminescence sert a detecter la presence d'oligonucleotide en 
solution. 

Toutes ces demarches de l'art anterieur sont restrictives, car elles ne peuvent 
s'appliquer que dans certaines conditions. La detection electrochimique ne permet 
pas de suivre le devenir d'une biomolecule in vivo. La technique de Mirkin et al. est 
limitee a la detection d'acides nucleiques. Par ailleurs, le deplacement de la bande 
plasmon peut etre provoque par d'autres facteurs (augmentation de la concentration 
en sel, temperature, vieillissement). 

Dans ce contexte, Fun des problemes que se propose de resoudre l'invention 
est de foumir de nouvelles sondes biologiques de taille nanometrique permettant la 
detection, le marquage et la quantification, in vitro et in vivo, dans des systemes 
biologiques, avec sensibilite et reproductibilite. 

Un autre probleme, que se propose de resoudre l'invention, est de fournir de 
nouvelles sondes biologiques facilement detectables, de part leur emission de 
fluorescence ou de luminescence exacerbee apres excitation. 

L'invention vise egalement a fournir de nouvelles sondes biologiques 
polyfonctionnelles de taille et de composition contr61ees, produites selon un procede 
simple, facilement industrialisable. 

Pour atteindre ces objectifs, l'invention propose des nouvelles particules 
sondes hybiides comprenant une nanoparticule d'or de diametre compris dans la 
gamme allant de 2 a 30 urn a la surface de laquelle sont greffees par des liaisons or- 
soufre d'une part, au moins une, et de preference de 1 a 100, molecules organiques 
sondes et d'autre part, au moins 10, et de preference 10 a 10000 molecules 
organiques a activite luminescente. 
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L 5 invention propose egalement un nouveau type de sonde ou la luminescence 
exacerbee est couplee a un coeur metallique nanometrique dense, permettant ainsi un 
autre systeme d 5 investigation comme la microscopie electronique a transmission 
et/ou basee sur les proprietes de reflexion, <T absorption et/ou de diffusion associees 
5 aux plasmons, 

L'invention a egalement pour objet differents precedes de preparation des 
particules sondes hybrides telles que definies ci-dessus. 

La description ci-apres, en reference aux figures annexees, permet de mieux 
comprendre F objet de Finvention. 
10 La Fig. 1 met en evidence la persistance de la luminescence des derives de 

lissamine rhodamine B apres greffage sur des nanoparticules d'or. 

La Fig. 2 represente les spectres d'absorption d'une solution colloidale de 
nanoparticules d'oxyde de gadolinium seules ou associees avec des nanoparticules 
d'or. 

15 La Fig. 3 est une illustration schematique du principe de la biopuce utilisee. 

La Fig. 4 montre Tinfluence de la dilution (Laser Argon, A, ex c = 480 imu P = 
600 jxW) lors de rimmobilisation par hybridation sur une biopuce de nanoparticules 
d'or fonctionnalisees par 5 molecules a activite luminescente (derive thiole de la 
lissamine rhodamine B) et par un oligonucleotide. 

20 La Fig. 5 represente la fluorescence observee apres immobilisation sur des 

billes de Sepharose par hybridation de nanoparticules d'or comportant un 
oligonucleotide et un nombre variable de molecules a activite luminescente 
(lissamine rhodamine B thiolee : rhoda-SH). 

La Fig. 6 represente la quantification du signal de fluorescence observe sur la 

25 Fig. 5, 

La Fig. 7 compare Fintensite lumineuse obtenue apres marquage 
d 9 oligonucleotide par une seule molecule a activite luminescente (derive de la 
lissamine rhodamine B) et par une nanoparticule d'or comportant 100 molecules a 
activite luminescente (lissamine rhodamine B thiolee). 
30 En prealable, les definitions de certains termes utilises dans la presente 

demande de brevet sont donnees ci-apres. 
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Les termes « molecule a activite luminescente », « fluorophore », « colorant », 
« molecule fluorescente » seront indifferemment utilises pour designer des entites 
qu'il est possible de detecter grace a leur activite Remission optique dans le visible 

et le proche infrarouge. 

Par molecule organique sonde, on entend un compose qui possede au moins un 
site de reconnaissance lui permettant de reagir avec une molecule cible d'interSt 
biologique. 

Le terme "polynucleotide" signifie un enchainement d'au moins 2 
desoxyribonucleotides ou ribonucleotides comprenant eventuellement au moins un 
nucleotide modifie, par exemple au moins un nucleotide comportant une base 
modifiee tel que rinosine, la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino-5- 
desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5-desoxyuridine ou 
toute autre base modifiee permettant rhybridation. Ce polynucleotide peut aussi etre 
modifie au niveau de la liaison internucleotidique, au niveau du squelette. Chacune 
de ces modifications peut §tre prise en combinaison. Le polynucleotide peut etre un 
oligonucleotide, un acide nucleique naturel ou son fragment comme un ADN, un 
ARN ribosomique, un ARN messager, un ARN de transfer^ un acide nucleique 
obtenu par une technique ^amplification enzymatique. 

Par "polypeptide", on entend un enchainement d ? au moins deux acides amines. 
Le terme "proteine" inclut les holoproteines et les heteroproteines comme les 
nucleoproteines, les lipoproteins, les phosphoproteines, les metalloproteines et les 
glycoproteins aussi bien fibreuses que globulaires, les enzymes les recepteurs, les 
complexes enzyme/substrat, les glycoproteines, les anticorps, les antigenes. 

Le terme "anticorps" inclut les anticorps polyclonaux ou monoclonaux, les 
anticorps obtenus par recombinaison genetique et des fragments d'anticorps. 

Le terme "antigene" designe un compose susceptible d'etre reconnu par un 
anticoips dont il a induit la synthese par une reponse immune. 

Par nanoparticuie, on entend une particule de taille nanometrique Ces 
nanoparticules peuvent etre de n'importe quelle forme, Les particules de forme 
sphexique sont, neanmoins, preferees. 

Le cosur des particules hybrides sondes selon Tinvention est constitue par une 
nanopaticule d'or, preferentiellement de diametre moyen compris dans la gamme 



1er depot 



8 

allant de 2 a 30 nm, de preference dans la gamme allant de 4 a 20 nm et 
preferentiellement dans la gamme allant de 5 a 16 nm. La taille moyenne etant 
deduite ici par spectroscopie de correlation de photon (diffusion quasi-elastique de la 
lumiere, X = 633 nm) et par analyse de cliches realises en microscopie electronique a 
5 transmission (MET). L'utilisation d'or est particulierement avantageuse pour les 
raisons suivantes : 

- Tor est compatible avec les organismes vivants et possede un seuil de 
tolerance assez eleve, 

- Tor est un metal tres difficilement oxydable, ce qui permet d'obtenir des 
1 0 nanoparticules presentant une grande stabilite (notamment la conservation de son etat 

d'oxydation zero et du comportement metallique), 

- la synthese de nanoparticules d'or est aisee, 

- Tor est non-paramagnetique, 

- Tor presente une affinite particuliere pour le soufre, ce qui rend possible le 
15 greffage de derives thioles, la liaison or-soufre etant connue pour etre 

particulierement forte, 

- Tor est visible en imagerie MET, 

- For presente une absorption en plasmon de surface, ce qui permet d'obtenir 
des informations sur la nanoparticule, notamment sur sa taille. 

20 Ces nanoparticules d'or sont polyfonctionnalisees par greffage de differents 

derives thioles qui apportent : 

- la reconnaissance biologique donnee par greffage d'au moins une, de 
preference de une a 100 et preferentiellement de 1 a 10, molecules organiques 
sondes, 

25 - la luminescence en milieu biologique donnee par greffage d'au moins 1 0, de 

preference de 10 a 10000, preferentiellement 10 a 1000, molecules organiques a 
activite luminescente, avantageusement 100 a 500, 

- la solubilite adaptee en fonction du milieu de travail, 

- la redispersion, 
30 - la non agregation. 

La fonctionnalisation est aisee, les differentes molecules greffees etant liees de 
fa<jon quasi covalente a la nanoparticule d'or par des liaisons or-soufre. Si, 
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actuellement, la nature de la liaison Au-S demeure indeterminee, il est neanmoins 
reconnu que les groupes thiolates sont fortement lies a la surface de Tor. D'apres 
Dubois, et Nuzzo dans Ann. Phys. Chem. 43, 437-, 1992 et Ulman A. dans Chemical 
Reviews 96, 1533-1554, 1996, Penergie de liaison est de 40 keal.moP 1 (contre 
5 STkcaLmol' 1 pout la liaison 3-H) et le bilan energetique de Fadsorption d'un 
alcanethiolate sur Tor est negatif ( — SkcaLmol" 1 , reaction exothermique). 
L'interaction Au-S s'etablissant apres greffage de derives thioles est si forte que ces 
derniers ne peuvent pas etre expulses de la surface par des lavages successifs. 
L'utilisation de derives thioles apparait done particulierement appropriee pour 
10 iinmobiliser des molecules de colorants et des biomolecules a la surface de 
nanoparticules d'or. 

Un grand nombre de molecules organiques a activite luminescente est greffe en 
surface des nanoparticules d'or. De fa9on avantageuse, le nombre de molecules a 
activite luminescente greffees en surface de la nanoparticule d'or est au moins 10 

15 fois plus important que le nombre de molecules organiques sondes greffees. 

De plus, au sens de Pinvention, les molecules organiques a activite 
luminescente, egalement nominees colorants, sont fixees sur Tor soit directement 
(dans ce cas les colorants sont thioles) soit indirectement par P intermediate d'un 
espaceur court (Pespaceur etant, de preference, une molecule thiolee comport ant 

20 entre 2 et 50 atomes de carbone). Les colorants ne sont done pas lies a un 
oligonucleotide ou a un fragment d'ADN, comme decrit dans la demande 
intemationale publiee sous le numero WO 03/027678. Selon Pinvention, les 
colorants sont lies de fa9on quasi covalente sur la nanoparticule d'or par liaison or — 
soufre. Par cette methode, la fluorescence des colorants est preservee apres greffage 

25 et n'est pas reduite par la presence de Por qui absorbe fortement vers 520 nm, ce qui 
n'etait pas le cas des composes precedemment choisis et adsorbes directement sur 
Por. De plus, la fonction luminescente est assuree par un grand nombre de molecules 
organiques a activite luminescente greffees sur la nanoparticule d'or, conduisant a 
une emission forte en fluorescence apres excitation, ce qui permet d'obtenir une 

30 luminescence finale globale par objet largement exaltee. Les nanoparticules hybrides 
selon Pinvention deviennent alors visualisables a la fois en microscopie confocale en 
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raison de P absorption ou de la reflectivite (agent de contraste optique) et en 
microscopic electronique (agent de contraste electronique). 

En effet, tout d'abord, la biomolecule cible est plus facilement reperee car, au 
lieu d'etre marquee par un seul fluorophore, elle est "marquee 11 par plusieurs dizaines 
5 de molecules luminescentes. Une biopuce composee de billes de Sepharose porteuses 
d* oligonucleotide (d(A) 2 2) 5 immobilisee a la suiface d'un elastomere (Fig. 3) est 
utilisee, pour mettre en evidence P amplification obtenue grace a P utilisation de 
nanoparticules sondes hybrides selon F invention porteuses de derives de lissamine 
rhodamine B et d'oligonucleotides. Les brins complementaires a ceux immobilises a 

10 la surface de la biopuce sont marques, soit par une molecule unique de fluorophore 
(Lissamine rhodamine B) (Fig. 3A), soit par une nanoparticule hybride selon 
Pinvention porteuse d 7 une multitude (2-200) de molecule de lissamine rhodamine B 
thiolee (Fig. 3B et Fig. 4). Les Fig. 5 et 6 mettent clairement en evidence 
Paugmentation de la fluorescence avec le nombre de molecules organiques t 

15 fluorescentes (lissamine rhodamine B fonctionnalisee par une fonction thiol). 

Cependant, au dela de 400 molecules fluorescentes, Pintensite n'augmente plus et _ 

■» </>. 

conserve la valeur mesuree pour des nanoparticules d'or sur lesquelles sont _ ti 

immobilisees 400 molecules organiques fluorescentes. Ces resultats ont ete obtenus v 

» »■ ■ 

sur des nanoparticules d'or de diametre 12 nm. 

20 Comme presente sur la Fig. 3 5 suite a la reaction d' hybridation entre brins 

complementaires, pour un meme nombre de brins marques ayant reagi avec les brins 
immobilises, c'est a dire un meme nombre de molecules cibles dans Pechantillon, 
une intensite de fluorescence superieure est attendue. Ceci est illustre sur la Fig. 7 
presentant la variation d'intensite de fluorescence obtenue en fonction de la quantite 

25 de brins presents dans Pechantillon, marques soit par une molecule de lissamine 
rhodamine B, soit par une particule sonde hybride selon P invention. Dans ce cas 
precis, plusieurs brins peuvent etre presents a la surface de la nanoparticule, mais il 
est admis qu'un seul de ces brins aura la possibilite de reagir avec un brin 
immobilise. La courbe presentee sur la Fig. 7, tient compte de ces parametres et 

30 suppose qu'une centaine de brins est presente a la surface de la nanoparticule, un seul 
reagissant avec le brin immobilise. Comme on peut P observer, une augmentation du 
signal d'un facteur dix peut etre obtenue entre les molecules marquees par un 
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fluorophore (carre blanc) et celles marquees par une particule hybride sonde selon 
l'invention portant une centaine de fluorophores (carre noir). Malgre l'absorption 
partielle du signal lumineux emis par le colorant organique due au colloide d'or, une 
augmentation d'intensite d'un facteur 1 0 est observee. 
5 Selon une premiere variante avantageuse de l'invention, les colorants greffes 

emettent a une longueur d'onde situee en dehors du maximum d'absorption du 

plasmon de For (a 540 nm). 

De fa9on avantageuse, les molecules a activite luminescente sont des colorants 
organiqtxes fluorescents dont le maximum d'emission s'ecarte d'au moins 25 nm du 

10 maximum d'absorption du plasmon de l'or. Des composes electroluminescents ou 
chimiluminescents, par exemple des derives du luminol pourront etre utilises. Des 
composes luminescents, dits a deux photons ou a emission anti-stokes, dont la 
longueur d'onde de la lumiere emise est superieure a la longueur d'onde d'excitation, 
de preference d'au moins 200 nm pourront egalement etre greffes. Les complexes de 

1 5 lanthanides, les derives de la rhodamine et plus particulierement ceux de la lissamine 
rhodamine B sont des colorants particulierement preferes. 

Comme le montre la Fig. 1, le greffage de lissamine rhodamine B et de ses 
derives sur des nanoparticules d'or n'entrame qu'une diminution d'un facteur 3 de 
F intensity de luminescence obtenue, comparee a la meme quantite de colorants libres 

20 (molecules individualists). En augmentant le nombre de molecules de lissamine 
rhodamine B greffees, la luminescence par molecule biologique a detecter est encore 
augmentee. 

Selon une autre variante avantageuse de realisation de l'invention, les transferts 
non radiatifs entre les colorants organiques et For sont limites, de facon a obtenir des 

25 nanoparticules a extinction de luminescence reduite. Pour cela, on peut, par exemple, 
recouvrir au plus 75 % de la nanoparticule d'or d'un materiau de couverture 
presentant des caracteristiques dielectriques permettant le decalage de la bande 
plasmon de For en dehors de la zone d'emission des molecules a activite 
luminescente. Ce materiau de couverture est, par exemple, choisi parmi les 

30 polysiloxanes, Si0 2 , Zr0 2 ,Ln 2 0 3 et les oxohydroxydes de lanthanide. La couverture 
doit etre partielle, de maniere a laisser sur la nanoparticule d'or une surface libre 
suffisamment importante pour le greffage des molecules luminescentes et 
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biologiques. La fig. 2 montre, a titre illustratif, comment le greffage par un oxyde de 
gadolinium permet d'eliminer 1' absorption du plasmon de surface dans le domaine 
visible. 

Une autre fa<jon d'obtenir des nanoparticules a extinction de luminescence 
5 teduite est de greffer les molecules a activite luminescente par rintermediaire d'un 
espaceur thiole. L'utilisation de colorants organiques prealablement greffes sur des 
« espaceurs rigides » (molecules thiolees organiques comportant par exemple un 
cycle benzenique) permet de maintenir le centre luminescent a une distance moyemie 
de la surface superieure a 0,5 nm. Ces espaceurs contiennent, de preference, au 

10 moins 6 carbones et moins de 50, et sont par exemple choisis parmi les 
mercaptophenols, Facide dihydrolipoique et les thio-poly(ethyleneglycol). 

Par ailleurs, les nanoparticules sondes hybrides selon P invention sont 
relativement photostables. 

Les sondes selon 1 'invention sont parfaitement adaptees a une grande diversite 

15 de ciblage biologique, les specificites etant dependantes de la nature des molecules 
sondes greffees a la surface de la nanoparticule d'or. Les molecules sondes 
biologiques sont avantageusement choisies parmi les polynucleotides de type ADN, 
ARM ou oligonucleotides, les proteines de type anticorps, recepteur, enzyme, 
complexe enzyme/ substrat , glycoproteins, les polypeptides, les glycolipides, les 

20 oses, les polyosides et les vitamines. Les oligonucleotides thioles ou lies a un 
espaceur thiole sont particulierement preferes, Les molecules organiques sondes 
peuvent egalement etre tout type de molecules permettant P interaction 
biotine-streptavidine. 

II est egalement possible de greffer sur la nanoparticule d'or d'autres molecules 

25 organiques thiolees, distinctes des molecules organiques sondes et des molecules a 
activite luminescente. Ces molecules organiques thiolees comportent, de preference, 
au moins une fonction alcool, amine, sulfonate, acide carboxylique ou phosphate. On 
pourra choisir de greffer 1 a 1000, de preference, 10 a 1000, de ces molecules 
organiques autres. Les fonctions apportees par ces autres molecules sont par exemple 

30 une meilleure stability une solubilite adaptee en fonction du milieu de travail, une 
redispersion aisee, une non agregation, une meilleure selectivity. 
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L'invention combine done astucieusement nanoparticules d'or, molecules 
sondes biologiques et molecules a activite luminescente, de maniere a ce que la 
luminescence ne soit pas «detruite» par 1' absorption de l'or, mais au contraire 
globalement augmentee par rapport a une molecule isolee (effet de nombre des 
composes greffes) et que les molecules sondes conservent leur efficacite vis-a-vis des 
cibles biologiques. 

Les nanoparticules hybrides d'or selon ^invention sont facilement synthetisees 
par la methode de Frens (voie citrate) dont il existe de nombreuses variantes 
(citrate/acide tannique) ou par celle de Brust appelee voie NaBH 4 . 

Pour la voie citrate, on pourra par exemple se referer a Nature Physical Science 
241, 20-22, 1973. Dans ce cas, la reduction de tetrachloroaurate d'hydrogene par le 
citrate en phase aqueuse fournit des nanoparticules d'or recouvertes de citrate. Ce 
dernier joue un double role : il permet le controle de la croissance des nanoparticules 
et empeche la formation d'agregats. L' association citrate/acide tannique fournit 
egalement des nanoparticules recouvertes de citrate dont les dimensions sont plus 
petites. Le greffage de molecules thiolees sur les nanoparticules d'or precede par 
remplacement progressif des molecules de citrate grace a une addition par portion de 
la solution de molecules thiolees. Cette etape est delicate car un remplacement trop 
brutal induit la precipitation des nanoparticules. L'immobilisation de differentes 
molecules thiolees s'effectue en autant d'etapes (une etape = ajout complet d'une 
solution d'especes thiolees) qu'il y a de molecules differentes. 

Pour la voie NaBKU, on pourra notamment se referer a J. Chem. Soc, Chem. 
Commun., 1655-1656, 1995. La voie NaBELj. consiste essentiellement a faire reagir, 
en milieu aqueux et en presence de borohydrure de sodium, du tetrachloroaurate 
d'hydrogene avec les derives thioles que Ton souhaite greffer. Les derives thioles 
greffes sont prepares selon des methodes bien connues de Thomme de l'art. Par 
derives thioles, on entend une molecule organique comportant au moins une fonction 
thiol-SH. Ces fonctions thiols peuvent etre obtenues a partir de sulfures de dialkyl ou 

disulfures de dialkyle. 

Ces differentes voies sont bien connues de Thomme du metier qui pourra y 
apporter de nombreuses variantes. A titre non limitatif, une description de differentes 
variantes avantageuses du procede est donnee ci-apres. 
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Selon une premiere variante, le pro cede de preparation de particules sondes 
hybrides selon V invention comprend les etapes suivantes : 

- preparer une suspension colloi'dale de nanoparticules d'or de diametre 
compris dans la gamme allant de 2 a 30 nm, par reduction d'un sel d'or, et 
en particulier de tetrachloroaurate d'hydrogene, en phase aqueuse on 
alcoolique et en presence de citrate, 

- aj outer, a la suspension colloi'dale obtenue, une solution aqueuse ou 
alcoolique de molecules organiques sondes thiolees venant se greffer a la 
surface des nanoparticules d'or par liaison or-soufre en remplacement de 
molecules de citrate, 

ajouter, a la suspension colloidale obtenue, une solution aqueuse ou 
alcoolique de molecules a activite luminescente venant se greffer a la 
surface des nanoparticules d'or par liaison or-soufre en remplacement de 
molecules de citrate. 
Dans le cas des voies citrate et citrate / acide tannique, la preparation des 
particules sondes hybrides comporte au moms trois etapes. De fagon avantageuse, la 
premiere consiste a preparer en phase aqueuse des particules d T or de dimension 
nanometrique comprise, generalement, entre 10 et 20 nm selon la voie citrate et entre 
6 et 15 nm selon la voie citrate / acide tannique, et ce, avantageusement, par 
reduction de HAuCU.SBbO par le citrate (voie citrate) dans un rapport Au/Citrate 
compris entre 0,170 et 0,255 et par le couple citrate / acide tannique (voie citrate / 
acide tannique) dans des rapports Au/citrate et acide tannique/citrate compris entre 
0,170 et 0,255 et entre 0,030 et 10, respectivement. Les nanoparticules d'or sont alors 
recouvertes par des molecules de citrate adsorbees sur leur surface. Les colloides 
peuvent eventuellement etre purifies par dialyse contre l'eau. 

Dans le cas des voies citrate et citrate / acide tannique, la fonctionnalisation des 
nanoparticules est realisee en plusieurs etapes. Chaque etape correspond au greffage 
d'une seule sorte de molecules. Le greffage s'opere par remplacement du citrate 
present a la surface des nanoparticules et necessite done une addition lente de la 
solution contenant les molecules a greffer comportant une fonction thiol. La quantite 
de molecules greffees sur les nanoparticules d'or est avantageusement comprise entre 
0,1 et 60 % des sites libres. 
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Le greffage de molecules a activite biologique, par exemple oligonucleotides 
thiolees, acide folique modifie par une fonction thiol ou greffe sur du poly(ethylene 
glycol) (PEG) thiole, est realise, de preference, par addition de 1 a 500 (ll d'une 
solution aqueuse de concentration comprise entre 0,1 jiM et 40 |LiM. La quantite de 
5 molecules sondes greffee a la surface des nanoparticules d ! or est avantageusement 
comprise entre 1 et 200 molecules sondes par particule. 

La deuxieme etape consiste a greffer le colorant organique portant une ou 
plusieurs fonctions thiols par addition, de preference, de 3 a 200 [il d'une solution 
aqueuse (ou ethanolique) du colorant thiole de concentration comprise entre 0,1 et 
10 400 |LlM. Le nombre de colorants thioles greffes est avantageusement compris entre 
10 et 400 par particules, pour des particules de diametre 12 run notamment 

On pent indifferemment effectuer le greffage des sondes biologiques avant ou 
apres celui des colorants. Eventuel lenient peuvent etre successivement ajoutees 
avant, entre ou apres les deux etapes precedentes et dans un ordre indifferent les 
15 solutions de differentes especes thiolees comme le mercaptoethanesulfonate de 
sodium, Tacide succinique, le PEG termine par une fonction thiol. Lorsque la 
fonctionnalisation est complete, les nanoparticules d'or hybrides sont purifiees par 
chromatographie sur colonne (Sephadex™ G-25 M, eluant : solution tampon de pH 
compris entre 7 et 9). 

20 Selon une autre variante de la voie citrate ou citrate/acide tannique, le procede 

comprend les etapes suivantes : 

- preparer une suspension colloidale de nanoparticules d'or de diametre 
compris dans la gamme allant de 2 a 30 tun, par reduction de 
tetrachloroaurate d'hydrogene, en phase aqueuse ou alcoolique et en 

25 presence de citrate, 

- ajouter, a la suspension colloidale obtenue, une solution aqueuse ou 
alcoolique d'espaceurs thioles fonctionnalises avec une fonction ionisable 
susceptible de reagir avec les molecules organiques sondes ou les 
molecules a activite luminescente a greffer, les dits espaceurs venant se 

30 gi*effer a la surface des nanoparticules d'or par liaison or-soufi*e en 

remplacement de molecules de citrate, 
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aj outer une solution aqueuse ou alcoolique de molecules organiques sondes 
fonctioirnalisees pour reagir avec la fonction ionisable portee par les 
espaceurs greffes en surface de la nanoparticule d'or, 

et/ou ajouter une solution aqueuse ou alcoolique de molecules organiques 
5 sondes fonctionnalisees pour reagir avec la fonction ionisable portee par les 

espaceurs greffes en surface de la nanoparticule d'or. 
Au lieu de greffer directement une moleciile organique thiolee a activite 
luminescente ou biologique a la surface d'une nanoparticule d'or, cette autre variante 
consiste a realiser le greffage par condensation entre deux fonctions reactives 

10 complementaires presentes pour Tune dans la molecule active a greffer (colorant, 
sonde . . .) et pour 1'autre a Textremite d'une molecule thiolee immobilisee a la surface 
de Tor et jouant le role d' espaceur. Le greffage d r une molecule organique a activite 
luminescente ou biologique necessite la presence d'une fonction thiol pour lui assurer 
une immobilisation durable sur la particule d'or. La plupart de ces molecules en sont 

15 depourvues. La fonction thiol peut etre introduite par synthese organique avant 
greffage (cas du protocole citrate). Une autre fa<jon de proceder consiste a greffer la 
molecule active depourvue de fonction thiol sur un espaceur thiole presente a la 
surface de la nanoparticule d'or. Par rapport au protocole precedent 1'etape de 
greffage de molecules actives thiolees est remplacee par deux etapes. La premiere 

20 consiste a immobiliser 1'espaceur thiole servant de point d'ancrage (bras espaceur) a 
la molecule a activite luminescente ou biologique. Avantageusement, de 1 a 500 jil 
d'une solution aqueuse de Tespaceur de concentration comprise entre 0,1 et 400 (llM 
est alors ajoutee au colloi'de de nanoparticules d T or, Le nombre de molecules thiolees 
immobilisees est avantageusement compris entre 0 5 1% et 50 % de sites libres. 

25 Ensuite, une solution aqueuse de la molecule active a greffer est ajoutee 

lentement Cette solution peut eventuellement contenir un reactif facilitant le 
couplage. ^elimination des produits secondaires est realisee par dialyse de la 
solution colloidale contre Teau. L' espaceur utilise comme site de greffage doit 
necessairement comporter une fonction thiol (indispensable pour rimmobilisation sur 

30 Tor) et au moins une fonction reactive (-OH> -NH2, -COC1...) pour assurer le greffage 
ulterieur de la molecule active, Afin d l obtenir les meilleurs resultats en luminescence, 
la chaine carbonee entre la fonction thiol et la fonction reactive doit etre rigide et 
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comporte de preference de 6 a 50 atomes de earbone. La molecule organique a 
activite luminescente ou biologique doit necessairement comporter une fonction 
reactive (-S0 2 C1, -COCl 3 -OH, -NH2) capable de reagir avec celle portee par le bras 
espaceur immobilise a la surface des nanoparticules d'or. On pourra notamment se 
5 referer a Chem. Eur. J, 8 5 16, 3808-3814, 2002 et Chem. Commun. 1913-1914, 2000. 

Quel que soit le protocole utilise (molecule active thiolee ou espaceur thiole), 
le nombre de molecules a activite luminescente immobilisees a la surface des 
nanoparticules est determine par spectroscopie UV-visible de la solution apres 
precipitation des nanoparticules. La difference entre le nombre de molecules ajoutees 
10 au colloi'de et le nombre de molecules presentes dans le surnageant (apres filtration 
du precipite) indique le nombre de molecules immobilisees .a la surface des 
nanoparticules d'or. 

Selon une autre variante mettant en oeuvre la voie NaBKU, le precede comprend 
les etapes suivantes : 

15 - preparer une suspension colloi'dale de nanoparticules d'or de diametre 

compris dans la gamme allant de 2 a 30 nm, par reduction de sel d'or, et en 
particulier de tetrachloroaurate d'hydrogene, en phase aqueuse ou 
alcoolique et en presence de NaBBU, 

aj outer, a la suspension colloi'dale obtenue, une solution aqueuse ou 
20 alcoolique d' espaceurs thioles fonctionnalises avec une fonction ionisable 

susceptible de reagir avec les molecules organiques sondes ou les 
molecules a activite luminescente a greffer, les dits espaceurs venant se 
gi*effer a la surface des nanoparticules d'or par liaison or-soufre, 
aj outer une solution aqueuse ou alcoolique de molecules organiques sondes 
25 fonctionnalisees pour reagir avec la fonction ionisable portee par les 

espaceurs greffes en surface de la nanoparticule d'or, 

ajouter une solution aqueuse ou alcoolique de molecules organiques sondes 
fonctionnalisees pour reagir avec la fonction ionisable portee par les 
espaceurs greffes en surface de la nanoparticule d'or. 
30 Dans le cas de la voie NaBH/*, les molecules thiolees presentes a la surface des 

nanoparticules dor ont en general ete introduces lors de la synthese. Oertaines 
peuvent eti*e substituees mais avec un controle incertain du nombre de molecules 
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remplacees. L'immobilisation de molecules a activite biologique et de colorants 
organiques s'effectuera dans la plupart des cas (pour une meilleure efficacite) par 
greffage sur des espaceurs thioles presents a la surface des nanoparticules d ! or. La 
syntliese par la voie NaBH4 de nanoparticules hybrides pour le marquage biologique 
5 necessite egalement plusieurs etapes. La premiere consiste a preparer dans un alcool, 
de preference, le methanol, Tethanol ou le dimethylformamide, les nanoparticules 
d'or recouvertes de molecules thiolees possedant une fonction ionisable en une seule 
etape par reduction de HA.uCl4.3H2O par une solution aqueuse de NaBBU 
(Au/NaBH4 compris, par exemple, entre 0,05 et 0,5) en presence des molecules 

10 organiques thiolees possedant une fonction ionisable dont le rapport Au/S est, 
avantageusement, compris entre 0,2 et 10. Par cette methode, la couverture des 
nanoparticules d'or est quasi totale. 

Comme le remplacement des molecules thiolees a la surface des nanoparticules 
d'or est difficile et comme la surface est completement recouverte, le choix des 

15 molecules thiolees est determinant. Ces molecules doivent permettre a la fois une 
excellente redispersion des nanoparticules dans une solution aqueuse afin d'obtenir 
un collo'ide stable et le greffage de molecules sondes et de colorants organiques. Des 
espaceurs thiolees possedant egalement une fonction ionisable (-NH2, -CO OH) 
apparaissent appropriees pour preparer des nanoparticules hybrides d'or 

20 redispersables et stables (sous certaines conditions de pH) en solution aqueuse. De * 
plus, ces fonctions ionisables peuvent servir a immobiliser des molecules sondes et 
des colorants organiques par de simples reactions de condensation (formation d'ester, 
d'amide, de derives de Puree ou de la thiouree...). 

Apres reduction et done formation des nanoparticules d'or, un precipite 

25 apparait Au maximum 2/3 du solvant (methanol ou ethanol) sont alors evapores sous 
pression reduite a une temperature inferieure a 40°C. Le precipite est filtre sur 
membrane polymere (avec, par exemple, un diametre de pores egal a 0,22 jum) et 
lave meticuleusement avec differents solvants (choisis selon la nature du thiol 
immobilise a la surface). Ce lavage vise a eliminer les co-produits de la reduction et 

30 la grande quantite de thiols non adsorbes. 

La poudre obtenue est, apres sechage a l'air, redispersee en phase aqueuse dans 
une gamme de pH controlee (qui depend de la nature du group ement ionisable 
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present dans la molecule thiolee). Le colorant organique est ensuite greffe sur la 
nanoparticule par reaction entre une fonction reactive, du type -NH2, -COOH, - 
S0 2 C1, -N=C=0, -N=C=S notamment, presente sur le colorant et la fonction 
ionisable de Fespaceur thiole greffe sur les nanoparticules d r or. Cette reaction est 
5 realisee en additionnant a la solution colloidale une solution aqueuse ou aquo- 
alcoolique de colorant organique dont la quantite est au moins quatre fois superieure 
au nombre de molecules thiolees adsorbees sur les nanoparticules d'or. Entre 0,5 et 
10 % des fonctions ionisables des molecules thiolees adorbees sur Tor reagissent en 
general. Les produits secondaires en exces sont alors elimines par precipitation des 
10 nanoparticules obtenue par une forte variation du pH (ApH > 2). Le precipite est 
filtre sur membrane (diametre des pores egal a 0,22 |Lim par exemple) et lave 
meticuleusement avant d'etre redisperse en solution aqueuse dans une gamme de pH 
controlee. 

Les molecules sondes sont greffees sur une partie des 85 a 90 % des fonctions 

1 5 ionisables restantes apres le greffage du colorant organique. Le couplage est effectue 
par addition d'une solution aqueuse de molecules sondes dont la quantite est au 
moins superieure au nombre de molecules thiolees adsorbees sur les nanoparticules 
d'or, Entre 0 9 1 et 2 % des fonctions ionisables des molecules thiolees greffees sur Tor 
reagissent. Afin d'eviter la denaturation par la repetition des etapes de separation, 

20 lavage et redispersion, le greffage des molecules sondes est, avantageusement, realise 
apres celui des colorants organiques. Les produits secondaires en exces sont elimines 
comme precedemment. 

La caracterisation des nanoparticules est realisee a Tetat solide par XPS, 
XANES, ATG et a Tetat liquide par spectroscopic UV-visible et XANES. 

25 Une autre variante du precede consiste a immobiliser les molecules sondes par 

echange de molecules sondes thioles avec d'autres molecules thiolees deja greffees a 
la surface des nanoparticules d'or. Afin d r eviter Techange prejudiciable avec une 
partie des molecules thiolees couplees a des colorants, il est indispensable dans ce 
cas de realiser Timmobilisation des molecules a activite biologique avant celle des 

30 colorants organiques. Cependant, ces reactions d'echange sont relativement aleatoires 
et difficiles a maitiiser. 
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II faut noter que dans la voie NaBKU, la couverture des nanoparticules d'or par 
les molecules thiolees est quasiment complete, ^introduction de nouvelles molecules 
thiolees s'effectue par consequent uniquement par echange. 

II est important de noter que pour les nanoparticules sondes hybrides preparees 
5 en presence de citrate, il n'y a pas d* echange significatif de thiols : les nanohybrides 
sont done stables dans ces cas et les proprietes conservees. La voie proposee permet 
done de determiner le « revStement » de la nanoparticule d'or, et done les 
caracteristiques de la particule sonde obtenue. 

Selon P invention, il est possible de greffer, a la surface des nanoparticules 
10 d'or, des quantites variables mais determinees de molecules fluorescentes et de 
sondes biologiques, Le nombre de molecules a la surface des nanoparticules peut etre 
aisement determine par spectroscopic UV apres precipitation des particules d'or, 
permettant ainsi de connaitre la composition chimique de la surface. 

Les nouvelles particules sondes selon P invention presentent un interet tout 
15 particulier, notamment, dans V amelioration des biopuces, P etude de Pinteraction 
entre des microorganismes et leur environnement, la traque individuelle de 
biomolecules pour P etude du trafic cellulaire et de Pactivite cellulaire. 

Les exemples ci-apres sont donnes a titre purement illustratif et n'ont pas de 
caractere limitatif 

20 

Exemple 1 

Preparation d'une suspension colloidale de nanoparticules d ? or par la methode 
citrate / acide tannique^ 

40 mg de citrate de sodium et 10 mg d' acide tannique sont dissous dans 20 ml d'eau 
25 ultra pure. Parallelement, 10 mg de tetrachloroaurate d'hydrogene, trihydrate 
HAuCl 4 3H 2 0 sont dissous dans 80 ml d'eau ultra pure. Les deux solutions sont 
ensuite chauffees a 60°C puis reunies par transvasement de la solution citrate de 
sodium/acide tannique dans la solution d'or. Le melange est alors chauffe a 60°C a 
reflux pendant 1 heure puis porte a ebullition pendant 10 minutes et enfin refroidi a 
30 temperature ambiante en maintenant P agitation. Les nanoparticules obtenues ont un 
diametre moyen de 8 nm, ce qui renvoie a une concentration de 1,67.10~ 8 moles de 
nanoparticules /litre. 
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Example 2 

Preparation de nanoparticules <Por stabilisees et pretes a etre fonctionnalisees 
par greffage de derives thioles. 

La surface des nanoparticules synthetisees selon Texemple 1 est recouverte par des 
derives thioles dans des proportions precises. Les derives thioles utilises sont le 
mercaptoethanesulfonate de sodium (MES), Pacide thiomaleique (AT) et le 
mercaptophenol (MP). A une solution de 60 ml de nanoparticules sont ajoutes 2 ml 
de solutions aqueuses de chaque derive thiole dont les concentrations sont les 
suivantes : 

AT : 1,1 12 JO" 7 M obtenu par dissolution de 16,69 mg dans 100 ml d'eau deionisee, 
MES : 1,1 12.10' 7 M obtenu par dissolution de 18,26 mg dans 100 ml d'eau deionisee, 
MP : 2,224. 10" 7 M obtenu par dissolution de 28,50 mg dans 1 00 ml d'eau deionisee. 
Les ajouts sont faits successivement toutes les 30 minutes, la solution est maintenue 
sous agitation constante. 

Exemple 3 

Preparation d'une suspension colloMale de nanoparticules d'or luminescentes 
par la methode citrate / acide tannique dans les memes conditions que celles de 
Pexemple 2. 

Sur les fonctions hydroxyles des mercaptophenols greffes a la surface des 
nanoparticules d'or sont immobilisees des molecules fluorescentes de rhodamine 
lissamine B. Sur 30 ml de solution preparee selon Texemple 2 est ajoute 1 ml d'une 

* 7 

solution aqueuse de sulfochlorure de lissamine rhodamine B de concentration 10" M 
en presence de 10 ml de triethylamine concentree. On obtient ainsi des 
nanoparticules d'orportant en moyenne 200 molecules de lissamine rhodamine B. 

Exemple 4 

Synthese d ? un derive thiole de la rhodamine lissamine B. 

Ce derive est obtenu par reaction de la fonction amine de 1 ' aminothiophenol sur la 
fonction sulfochlorure de la rhodamine lissamine B. La reaction se deroule a 
temperature ambiante par dissolution dans 100 ml de chloroforme de 125 mg de 
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sulfochlorare lissamine rhodamine B et 26,9 mg d'aminothiophenol en presence d'l 
ml de triethylamine. La solution est agitee durant un jour puis purifiee par colonne 
chromatographique de silice avec un eluant dichloromethane/methanol, 9 /l (v/v). 

Exemple 5 

Greffage de derives thioles de la lissamine rhodamine B prepares selon 
V exemple 4 sur la surface de nanoparticules d'or preparees selon P exemple 1. 

La preparation est realisee par ajout de solutions de lissamine rhodamine B thiolee a 
la solution de nanoparticules d'or sous agitation mecanique. Get ajout est de quantite 
et de concentration variables selon le nombre de molecules fluorescentes desirees par 
nanoparticule ; ce nombre pent varier de 1 a 400 pour des nanoparticules de 12 nm 
de diametre. 

Pour exemple, pour un rapport desire de 100 molecules de lissamine rhodamine B 
par nanoparticule, l'ajout sera de 1 ml d'une solution aqueuse a 1,67.10~ 5 M de 
lissamine rhodamine B thiolee sur 10 ml d'une solution a 1,67.10~ 8 M de 
nanoparticules d'or, 

* 

Exemple 6 

Greffage d'un derive de Pacide folique a terminaison soufree. 

Un derive soufre de Pacide folique est obtenu par greffage d'un 
Z?/5-aminopropylpolyethyleneglycol puis modification par le reactif de Traut afin 
d'obtenir une fonction thiol. Ce derive est greffe a la surface de nanoparticules d'or 
par ajout a une solution de nanoparticules preparee selon r exemple 1. 

Exemple 7 

Greffage d'oligonucleotides sur les nanoparticules d'or 

Les oligonucleotides d(T)22 termines par une fonction thiol utilises sont 
prealablement filtres sur colonne, 69 nanomoles d 3 oligonucleotides diluees dans 2,33 
ml d'eau, soit une concentration de 29,6. 10" 6 M, sont recuperees. De 3,35 \ll a 335,1 
jlxI (de 0 5 2 a 20 oligonucleotides par nanoparticule) de cette solution sont ensuite 
ajoutes a 1 ml de nanoparticules d'or preparees selon V exemple 1, 3 ou 5. 
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Exemple 8 

Greffage de derives thioles de la lissamine rhodamine B prepares selon 
Pexemple 4 sur la surface de nanoparticules d'or preparees selon Fexemple 7. 

Sur les nanoparticules preparees selon Pexemple 7, on greffe des derives de 
lissamine rhodamine B thioles prepares selon Pexemple 4 dans un rapport 100 pour 
une nanoparticule d'or. Ce greffage se fait comme decrit precedemment dans 
Pexemple 5. 

Exemple 9 

Synthese de particules d'or partiellement entourees de particules d'oxyde de 
gadolinium pour decalage de P absorption en dehors de la zone d'emission des 
molecules a activite luminescente greffees. 

Le colloide de nanoparticules de Gd 2 0 3 5% Tb 3+ a ete prepare selon la methode 
polyol (R. Bazzi, M.A. Flores-Gonzalez, C. Louis, BL Lebbou, C. Dujardin, A. 
Brenier, W. Zhang, O. Tillement, E. Bernstein and P. Perriat dans Journal of 
Luminescence 102-103, 445-450, 2003). Elle consiste a precipiter directement des 
nanoparticules d'oxydes luminescents a partir de sels metalliques dissous dans du 
diethylene glycol. Apres synthese, le colloide obtenu est dialyse a 40°C dans du 
diethylene glycol (1:20 en volume). 

Ensuite, HAuCl 4 , 3H 2 0 est dissous dans le colloide (1:3 en masse de sels initiaux). 
La solution est agitee pendant 15 minutes, pour devenir jaune. Deux solutions 
aqueuses contenant pour la premiere 1 g.P de citrate de sodium et 1,5 g.F d'acide 
tannique et pour la seconde 0,5 g.L 1 de NaBEU sont preparees afin de reduire le sel 
d'or. 

La premiere solution est ajoutee au colloide, sous agitation. Au bout de cinq minutes, 
la deuxieme solution est ajoutee (1 :1 :1 en volume). L'ajout se fait lentement au 
goutte a goutte. Le colloide, au cours des differents ajouts, perd sa couleur jaune pour 
passer par une phase transparente, puis par une phase rouge intense, qui apparait 
progressivement, preuve directe de la presence de nanoparticules d'or. Sous certaines 
conditions, la luminescence peut etre grandement exacerbee (d'au moins un facteur 

* 

10). 
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Example 10 

Synthese de nanoparticules d'or stabilisees par des molecules thiolees portant a 
leur extremite une fonction acide carboxylique- 

A 60 ml de methanol contenant 49. 10" 5 mol d'acide tetrachloroaurique (HAuCl 4 , 
5 3H 2 0) sont ajoutes 38 ml de methanol contenant de 49 a 196, 10" 5 mol d'acide 
carboxylique portant une ou deux fonctions thiols et 1,96 ml d'acide ethanoique. 
Apres 5 minutes d'agitation, 13,2 ml d'une solution aqueuse contenant 480.10"* 5 mol 
de tetrahydruroborate de sodium (NaBH 4 ) sont ajoutes goutte a goutte au melange 
qui noircit 

10 Apres 1 heure d'agitation, 4 . ml d'une solution aqueuse d'acide clilorhydrique (HC1, 
1 N) sont ajoutes au melange reactionnel. La suspension noire obtenue est concentree 
par evaporation partielle du methanol sous pression reduite. Le solide noir est filtre, 
lave par 3x30 ml d'HCl 0,1 N, 2x20 ml d'eau et 3x30 ml d'ether de diethyle. Le 
melange reactionnel est ensuite seche a la temperature ambiante. La poudre obtenue 

15 pent etre aisement redispersee dans une solution aqueuse dont le pH est superieur ou 

egala?. : * m 

Exemple 11 ,\\ 
Greffage de luminol sur les nanoparticules d'or preparees selon Pexemple 10* 

20 8 mg de nanoparticules d'or (de diametre moyen egal a 5 nm) sont dispersees dans. . 
10 ml d'une solution aqueuse de pH 8-10, 1 ml d'une solution de 0,1 M de l-ethyl-3- 
(3-dimethylamino)propyl carbodiimide (EDC) et 0,2 M de pentafluorophenol dans le 
propan-2-ol est ajoute a la solution colloidale de nanoparticules d'on Apres 90 
minutes, 154 pi a 1,54 ml d'une solution aqueuse a 10" 2 M de luminol sont ajoutes. 

25 Apres 150 minutes, les nanoparticules sont precipitees par ajout d'une solution 
aqueuse de HC1 1 N. Le precipite resultant est filtre et lave avant d'etre redisperse 
dans une solution aqueuse de pH > 7. 

Variante : au lieu d'une solution de propan-2-ol contenant 0,1 M de d'EDC et 0,2 M 
de pentafluorophenol, une solution aqueuse de 0,1 M d'EDC et 0,2 M de 
30 iV-hydroxysuccinimide peut etre utilises 
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Exemple 12 

Greffage d'un oligonucleotide thiole sur les nanoparticules preparees selon 
P exemple 11. 

1 "7 

A 1 ml d'une solution colloidale de nanoparticules d'or (6,7. 10 nanoparticules/litre) 
5 sont ajoutees 1,1 1.1 0" 9 mol d'oligonucleotides thioles. Apres 1 h, les particules sont 
precipitees par ajout de nanoparticules de HC1 1 N. Le precipite resultant est filtre et 
lave avant d'etre redisperse dans une solution aqueuse de pH > 7. 



Exemple 13 

10 Greffage cPun oligonucleotide termine par une fonction amine sur les 
nanoparticules preparees selon V exemple 11. 

A 1 ml d'une solution colloidale de nanoparticules d'or (6,7. 10 17 nanoparticules/litre) 
est ajoute 1 ml d'une solution a 0,1 M d'EDC et 0 5 2 M de pentafluorophenol dans le 
propan-2-ol. Apres 90 minutes, 1,1 L10' 9 mol d' oligonucleotides thioles d(T)22 
15 termines par une fonction amine sont ajoutes. Apres 2 heures et 30 minutes, les 
nanoparticules sont precipitees par ajout d'une solution aqueuse de HC1 1 N* Le 
precipite resultant est filtre et lave avant d'etre redisperse dans une solution aqueuse 
depH 8-10. 

Variante : au lieu d'une solution de propan-2-ol contenant 0,1 M d'EDC et 0,2 M de 
20 pentafluorophenol, une solution aqueuse de 0,1 M d'EDC et 0,2 M de N- 
hydroxysuccinimide peut etre utilisee. 



25 
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RE VENDI CATIONS 

1 - Particules sondes hybrides comprenant une nanoparticule d'or de diametre 
compris dans la gamme allant de 2 a 30 ran a la surface de laquelle sont greffees par 
des liaisons or~soufre, d'une part, au moins une, et de preference de une a 100, 
5 molecules organiques sondes et d'autre part, au moins 10, et de preference 10 a 
10000, molecules a activite luminescente. 

2 - Particules sondes hybrides selon la revendication 1 caracterisees en ce que le 
nombre de molecules a activite luminescente greffees en surface de la nanoparticule 
d'or est au moins 10 fois plus important que le nombre de molecules organiques 

1 0 sondes greffees. 

3 - Particules sondes hybrides selon la revendication 1 ou 2 caracterisees en ce 
que 10 a 1000, de preference 100 a 500, molecules a activite luminescente sont 
greffees sur la nanoparticule d'or. 

4 - Particules sondes hybrides selon Tune des revendications 1 a 3 caracterisees 
15 en ce que les molecules a activite luminescente sont des colorants organiques 

fluorescents dont le maximum d'emission s'ecarte d'au moins 25 nm du maximum 
d'absorption du plasmon de For. 

5 - Particules sondes hybrides selon Tune des revendications 1 a 4 caracterisees 
en ce que les molecules a activite luminescente sont des composes 

20 electroluminescents ou chimiluminescents , par exemple des derives du luminol. 

6 - Particules sondes hybrides selon Tune des revendications 1 a 4 caracterisees 
en ce que les molecules a activite luminescente sont des composes luminescents dont 
la longueur d'onde de la lumiere emise est superieure a la longueur d'onde 
d'excitation, de preference d'au moins 200 nm. 

25 7 ~ Particules sondes hybrides selon Tune des revendications 1 a 4 caracterisees 

en ce que les molecules a activite luminescente sont des complexes de lanthanides. 

8 - Particules sondes hybrides selon Tune des revendications 1 a 4 caracterisees 
en ce que les molecules a activite luminescente sont choisies parmi les derives de la 
rhodamine et en particulier ceux de la lissamine rhodamine B. 

30 9 - Particules sondes hybrides selon Time des revendications 1 a 8 caracterisees 
en ce qu'au plus 75 % de la nanoparticule d'or est recouverte d'un materiau de 
couverture presentant des caracteristiques dielectriques permettant le decalage de la 
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bande plasmon de Tor en dehors de la zone d'emission des molecules a activite 
luminescente. 

10 - Particules sondes hybrides selon la revendication 9 caracterisees en ce que le 
materiau de couverture est choisi parmi les polysiloxanes, 3i0 2 , Zr0 23 Ln 2 03 et les 

5 oxohydroxydes de lanthanide. 

11 - Particules sondes hybrides selon Tune des revendications 1 a 8 caracterisees 
en ce que les molecules a activite luminescente sont greffees a la nanoparticules d'or 
par F intermediate d'un espaceur thiole, cet espaceur n'etant pas identique aux 
molecules organiques sondes. 

10 12 - Particules sondes hybrides selon la revendication 11 caracterisees en ce que 

Fespaceur contient de 6 a 50 atomes de carbone et est, par exemple, choisi parmi les 
mercaptophenols, Facide dihydrolipoi'que et les thio-poly(ethyleneglycol), 

13 - Particules sondes hybrides selon Tune des revendications 1 a 12 caracterisees 
en ce que la nanoparticule d'or presente un diametre compris dans la gamme allant 

15 de 4 a 20 nm, de preference dans la gamme allant de 5 a 1 6 nni 

14 - Particules sondes hybrides selon Tune des revendications 1 a 13 caracterisees 
en ce que 1 a 10 molecules organiques sondes sont greffees sur la nanoparticule d'or. 

15 - Particules sondes hybrides selon Tune des revendications 1 a 14 caracterisees 
en ce que les molecules organiques sondes sont choisies parmi les polynucleotides de 

20 type ADN, ARN ou oligonucleotides, les proteines de type anticorps, recepteur, 
enzyme, complexe enzyme/substrat, glycoproteins, les polypeptides, les 
glycolipides, les oses, les polyosides et les vitamines. 

16 - Particules sondes hybrides selon la revendication 14 caracterisees en ce que 
les molecules organiques sondes sont des oligonucleotides thioles ou lies a un 

25 espaceur thiole. 

17 - Particules sondes hybrides selon Tune des revendications 1 a 14 caracterisees 
en ce que les molecules organiques sondes sont des molecules permettant 
F interaction biotine - streptavidine. 

18 - Particules sondes hybrides selon Fune des revendications 1 a 17 caracterisees 
30 en ce qu' en outre, 10 a 1000 molecules organiques thiolees autres, distinctes des 

molecules organiques sondes et des molecules a activite luminescente, sont greffees 
sur la nanoparticule d'or, ces molecules organiques thiolees autres comportant, de 



1 er depot 



28 

preference, au moms une fonction alcool, amine, sulfonate, acide carboxylique ou 
phosphate. 

19-Procede de preparation de particules sondes hybrides selon Tune des 
revendications 1 a 18 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- preparer une suspension colloidale de nanoparticules d'or de diametre 
compris dans la gamme allant de 2 a 30 nm, par reduction d'un sel d'or, et 
en particulier de tetrachloroaurate d'hydrogene, en phase aqueuse ou 
alcoolique et en presence de citrate, 

- ajouter, a la suspension colloidale obtenue, une solution aqueuse ou 
alcoolique de molecules organiques sondes thiolees venant se greffer a la 
surface des nanoparticules d'or par liaison or-soufire en remplacement de 
molecules de citrate, 

- ajouter, a la suspension colloidale obtenue, une solution aqueuse ou 
alcoolique de molecules a activite luminescente venant se greffer a la 
surface des nanoparticules d 5 or par liaison or-soufre en remplacement de 
molecules de citrate. 

20 - Procede de preparation de particules sondes hybrides caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

- preparer une suspension colloidale de nanoparticules d'or de diametre 
compris dans la gamme allant de 2 a 30 nm, par reduction de 
tetrachloroaurate d'hydrogene, en phase aqueuse ou alcoolique et en 
presence de citrate, 

- ajouter, a la suspension colloidale obtenue, une solution aqueuse ou 
alcoolique d'espaceurs thioles fonctionnalises avec une fonction ionisable 
susceptible de reagir avec les molecules organiques sondes ou les 
molecules a activite luminescente a greffer, les dits espaceurs venant se 
greffer a la surface des nanoparticules d'or par liaison or-soufre en 
remplacement de molecules de citrate, 

- ajouter une solution aqueuse ou alcoolique de molecules organiques sondes 
fonctioimalisees pour reagir avec la fonction ionisable portee par les 
espaceurs greffes en surface de la nanoparticule d'or, 



V 
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et/ou aj outer une solution aqueuse ou alcoolique de molecules organiques 
sondes fonctionnalisees pour reagir avec la fonction ionisable portee par les 
espaceurs greffes en surface de la nanoparticule d'or. 
21 - Procede de preparation de particules sondes hybrides selon la revendication 
5 19 ou 20 caracterise en ce que la reduction du sel d'or est realisee en presence 
d'acide tannique. 

22 -Procede de preparation de particules sondes hybrides selon Tune des 
revendications 1 a 1 8 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

preparer une suspension colloidale de nanoparticules d'or de diametre 
10 compris dans la gamme allant de 2 a 30 nm, par reduction de sel d'or, et en 

particulier de tetrachloroaurate d'hydrogene, en phase aqueuse ou 
alcoolique et en presence de NaBBLj, 

aj outer, a la suspension colloidale obtenue, une solution aqueuse ou 
alcoolique d'espaceurs thioles fonctionnalises avec une fonction ionisable 

15 susceptible de reagir avec les molecules organiques sondes ou les 

molecules a activite himinescente a greffer, les dits espaceurs venant se 
greffer a la surface des nanoparticules d'or par liaison or-soufre, 
ajouter une solution aqueuse ou alcoolique de molecules organiques sondes 
fonctionnalisees pour reagir avec la fonction ionisable portee par les 

20 espaceurs greffes en surface de la nanoparticule d'or, 

ajouter une solution aqueuse ou alcoolique de molecules organiques sondes 
fonctionnalisees pour reagir avec la fonction ionisable portee par les 
espaceurs greffes en surface de la nanoparticule d'or. 
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1 : Rhodamine sans nanoparticuie d'or 
2: Rhodamine avec nanoparticuie d'or 
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(facnltalif) 


70840BFR33 LSA/VF 


N° D'ENREGISTREWIENT NATIONAL 





TITRE DE L'INVENTION (200 caracteres ou espaccs maximum) 
NOUVELLES SONDES HYDRIDES A LUMINESCENCE EXALTEE 



LE(S) DEMANDED" R(S) : 

Cabinet BEAU DE LOMENIE 
51, Avenue Jean Jaures 
BP. 7073 

69301 LYON CEDEX 07 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : (Indiquez en haut a droite «Page N° S'il y a plus de trois inventeurs, 

utilises un formulaire identique et numerotez chaque page en indiquant le nombre total de pages). 



Norn 


YOCANSON 


Prenoms 


Francis 


Adresse 


Rue 


Le Buisson 




Code postal et ville 


43 1 1 0 AUREC SUR LOIRE (FRANCE) 


Societe d'appartenance (facultatif) 




Norn 


LAMART3NE 


Prenoms 


Roger 


Adresse 


Rue 


166 Avenue Roger Saiengro 




Code postal et ville 


69 1 00 VILLEURB ANNE (FRANCE) 


Societe d'appartenance (facultatif) 




Norn 


DEBOUTTIERE 


Prenoms 


Pierre-Jean 


Adresse 


Rue 


77 Chemin du pillet 




Code postal et ville 


0 1 600 M ASSIEUX (FRANCE) 


Societe d'appartenance (facultatif) 




DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU MAN DATA! RE 
(Norn et qualite du signataire) 




LYON, le 5 Decembre 2003 

Laure SARLIN 

Conseil en P.L - N° 02-0502 





La ioi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a Pinforrnatique, aux fichiers et aux liberies s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
EHe garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concemant aupres de riNPI. 



regue le 11/12/03 




jfjsmuT 

KATJOMALDE 
LA 5?RGPF3!E7E 
1HDU3TRIELLE 



BREVET D'INVENTIO 
CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propriete intellectuelle - Livre VI 




N° 11235*02 



DEPARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 01 53 04 53 04 Telecopie : 01 42 93 59 30 



DESIGNATION mNVENTEUR(S) Page N° 2. . / 3. . 
(Si le demandeur n'est pas i'inventeur ou I'unfque inventeur) 



Vos references pour ce dossier 

(facultatif) 


70840BFR33 LSA/VF 


N° D'ENREGISTREIVJENT NATIONAL 





TITRE DE L' INVENTION <200 caracteres ou espaces maximum) 
NOUVELLES SONDES HYBRIDES A LUMINESCENCE EXALTEE 



LE(S) DEIV1ANDEUR{S) : 

Cabinet BEAU DE LOMENIE 
5 1 , Avenue Jean Jaures 
B.R 7073 

69301 LYON CEDEX 07 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : (Indiquez en haut a droite « Page N° 1/1 » S'il y a plus de trois inventeurs, 
utilises un formulaire identique ef numerates chaque page en indiquant le norribre total de pages). 



Nom 



MARQUETTE 



Prenoms 



Christophe 



Adresse 



Rue 



Code postal et vilfe 



10 Rue Baraban 

69006 | LYON (FRANCE) 



Societe d'appartenance (facultatif) 



Nom 



BLUM 



Prenoms 



Loic 



Adresse 



Rue 



85, Route de Strasbourg 



Code postal et ville 



69300 



CALUIRE (FRANCE) 



Societe d'appartenance (facaltatif) 



Nom 



ROUX 



Prenoms 


Stephane ~| 


Adresse 


Rue 


Rue du Repos - Residence les 2 soleils - Bat. DE f 


Code postal et ville 


38230 


PONT DE CHERUY (FRANCE) | 


Societe d'appartenance (facaltatif) 





DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU IV3ANDATAIRE 
(Nom et qualite du signataire) 

LYON, le 5 Decembre 2003 

Laure SARLTN 

Conseil en P.L - N° 02-0502 




La (oi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a rinformatique, aux fichiers et aux Hbertes s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'lNPI. 



regue le 11/12/03 




1HSTJTUT 
NATIONAL DE 

LA pnopaiCTE 

INDUSTRIE LLC 



BREVET D INVENTION 
CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propriete intellectuelle - Liv/re VI 




N° 11235*02 



DEPARTEWIENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 01 53 04 53 04 Telecopie : 01 42 93 59 30 



DESIGNATION D'INVENTEUR{S) Page N° 3. . / 3. . 
(Si le demandeur n'est pas Tinventeur ou Tunique inventeur) 



Get imprime est a remplir lisiblement a Pencre noire 



DB 113 W /260899 



Vos references pour ce dossier 

(facultatij) 


70840BFR33 LSA/VF 


N° D'ENREGISTREWIENT NATIONAL 




TITRE DE L'INVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 

NOUVELLES SONDES HYBRIDES A LUMINESCENCE EXALTEE 


LE(S) DEMANDEUR(S) : 

Cabinet BEAU DE LOMENIE 
5 1 , Avenue Jean James 
B.P. 7073 




69301 LYON CEDEX 07 




DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : (Indiquez en haut a droite «Page N° S'il y a plus de trois inventeurs, 
utilisez un formulaire identique et numerotez chaque page en indiquant le nombre total de pages). ^ 


JNom 


TILLEMENT 


Prenoms 


Olivier 


Adresse 


Rue 


": 

305, Rue des Fours ' 1 




Code postai et ville 


69270 | FONTAINES SAINT MARTIN (FRANCE) 


Societe d'appartenance (facultatij) 




Nom 


PERRIAT 

. — ____ . _ 


Prenoms 


Pascal 


Adresse 


Rue 


16 Quai de Bondy 




Code postal et ville 


69005 LYON (FRANCE) 


Societe d'appartenance (facultatij) 




Nom 




! Prenoms 




Adresse 


Rue 






Code postal et ville 




Societe d'appartenance (facultatij) 




DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU RflANDATAIRE 
(Nom et qualite du signataire) 




LYON, le 5 Decembre 2003 

Laure SARLIN 

Conseil en PJ. - N° 02-0502 





La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a Finformatique, aux fichiers et aux libertes s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de IMNPi. 



FR 04 3039 



